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(57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren zur Herstellung einer biologischen Materialzusammensetzung tierischen, 
nicht-menschlichen Ursprungs, insbesondere als Futter- oder Lebensmittel beschrieben, umfassend eine Aggregation von 
Stammzellen aus differenziertem exokrinen Driisengewebe eines tierischen Organismus zu organoiden Korpern, und eine 
Preparation der Materialzusammensetzung aus den organoiden Korpern. 
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Verfahren zur Herstellung einer biologischen 
Materialzusammensetzung tierischen Ursprungs 

5 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung von biologi- 
schen Materialzusammensetzungen tierischen Ursprungs, insbe- 
sondere als Futter- oder Lebensmittel, biologische Material- 
zusammensetzungen, die insbesondere Proteine, Fette und/oder 
10 Kohlenhydrate tierischen Ursprungs enthalten, und deren Ver- 
wendung. 

Die Produktion von Biomasse als Futtermittel zur Ernahrung 
von Tieren ist eine der wichtigsten Herausf orderungen der mo- 

15 dernen Tierwirtschaf t . Wichtige Probleme der konventionellen 
Produktion von Futtermitteln tierischen Ursprungs, insbeson- 
dere fur Haustiere oder Nutztiere, bestehen erstens in der 
Verf ugbarkeit biologischen Ausgangsmaterials, dessen Bereit- 
stellung und Gewinnung einen grofien wirtschaf tlichen Aufwand 

20 darstellt und ethische Probleme verursacht, und zweitens in 
der Gefahr, dass Krankheitserreger in den Nahrungskreislauf 
eingeschleust und ggf . auf den Menschen iibertragen werden. 

Ahnliche Probleme bestehen auch bei der Produktion von Le- 
25 bensmitteln tierischen Ursprungs zur Ernahrung von Menschen. 
Die sog. Fleischproduktion (einschliefllich Aufzucht, Tierhal- 
tung und Schlachtung) erfolgt heute unter Bedingungen, die 
insbesondere fur das Befinden von Saugetieren ethisch hochst 
problematisch sind . 

30 

Es besteht ein starkes Interesse an einer wachsenden Futter- 
und Lebensmittelproduktion auf der Grundlage tierischer Aus- 
gangsmaterialien, urn beispielsweise den Anf orderungen des Be- 
volkerungswachstums und der Ernahrung in Hungergebieten ge- 
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recht zu werden. Weder eine erweiterte Tierproduktion noch 
ein verstarkter Fischfang liefern hierzu dauerhafte Losungen. 



Die Aufgabe der Erfindung 1st es^ verbesserte Verfahren zur 
5 Herstellung einer biologischen Materialzusammensetzung tieri- 
schen Ursprungs, insbesondere als Futter- oder Lebensmittel, 
bereitzustellen, mit denen die Probleme der herkommlichen 
Futter- oder Lebensmittelproduktion tiberwunden werden und die 
insbesondere ermoglichen, Futter- oder Lebensmittel zu produ- 

10 zieren^ die in ihrer Zusainmensetzung und Verwertbarkeit den 
bisher gewonnenen Tierprodukten gleichwertig oder identisch 
sind* Ein weiterer Gesichtspunkt der Aufgabe der Erfindung 
ist es, eine entsprechende biologische Materialzusammenset- 
zung fur Futter- oder Ernahrungszwecke bereitzustellen, bei 

15 deren Produktion die Nachteile der herkommlichen Tierproduk- 
tion vermieden werden, d.h. keine Organismen gezuchtet, ge- 
mastet und zu Fleischprodukten verarbeitet werden mtissen. 

Diese Aufgaben werden durch Verfahren mit den Merkmalen des 
20 Anspruchs 1 und eine Materialzusammensetzung mit den .Merkma- 
len des Anspruchs 21 gelfist. Vorteilhafte Ausf tihrungsf ormen 
und Anwendungen der Erfindung ergeben sich aus den abhangigen 
Ansprtichen . 

2 5 Verf ahrensbezogen wird die oben genannte Aufgabe durch eine 
Aggregation von Stammzellen, die aus dif f erenziertem exokri- 
nen Drusengewebe eines tierischen (nicht-menschlichen) Orga- 
nismus isoliert wurden, zu dreidimensionalen Zellverbanden 
und eine anschlie&ende Preparation der gewunschten Material- 

30 zusammensetzung auf der Grundlage der Zellverbande gelost. 

Die Zellverbande werden im Folgenden auch als organoide K6r- 
per bezeich.net/ Ein besonderer Vorteil dieses Verfahrens be- 
st eht in der kompletten Abkopplung der Biomasseproduktion von 
der herkommlichen Tierproduktion^ wobei dennoch der herge- 
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stellten Materialzusammensetzung in Abhangigkeit von dem tie- 
rischen Organismus, aus dem die Stammzellen isoliert wurden, 
und konkreten Dif f erenzierungsbedingungen eine stoffliche, 
strukturelle und insbesondere geschmackliche Eigenart aufge- 
5 pragt werden kann. 

Die Erfinder haben festgestellt, dass die aus dem exokrinen 
Driisengewebe isolierten adulten Stammzellen pluripotent sind 
und eine hohe Teilungsf ahigkeit und ein starkes Wachstum zei- 
10 gen. Die Biomasseproduktion erfolgt nicht auf naturlichem Weg 
durch das Wachstum des Tieres, sondern synthetisch insbeson- 
dere bei der Preparation der Materialzusammensetzung in so 
genannten in-vitro Laborkulturen . 

Das erfindungsgemaJJ verwendete exokrine. Driisengewebe kann von 
einem nicht -humanen erwachsenen Organismus, juvenilen Orga- 
nismus oder fotalen Organismus, vorzugsweise einem post- 
natalen Organismus, stammen. Der Begriff "adult", wie in der 
vorliegenden Anmeldung verwendet, bezieht sich somit auf das 
Entwicklungsstadium des Ausgangsgewebes und nicht auf dasje- 
nige des Donororganismus, aus dem das Gewebe stammt . "Adult e" 
Stammzellen sind nicht-embryonale Stammzellen . 

Vorzugsweise wird das exokrine Driisengewebe aus einer Spei- 
25 cheldruse, Tranendruse, Talgdruse, SchweiBdriise, aus Drtisen 
des Genitaltrakts, einschliefilich Prostata, oder aus gastro- 
intestinalem Gewebe, einschliefilich Pankreas, oder sekretori- 
schem Gewebe der Leber isoliert. In einer stark bevorzugten 
Aus fiihrungs form handelt es sich dabei urn acinares Gewebe. 
30 Ganz besonders bevorzugt stammt das acinare Gewebe aus dem 

Pankreas, der Ohrspeicheldruse oder Unterkief erspeicheldruse . 

Ein wesentlicher Vorteil des erf indungsgemaften Verfahrens be- 
steht darin, dass die Stammzellen aus lebenden Donortieren, 



15 



20 
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z. B . aus Speicheldrtisen von Schweinen gewonnen wercien kon- 
nen, ohne dass das Donortier geschlachtet werden muss. Dies 
ist sowohl unter ethischen Gesichtspunkten als auch" rait Blick 
auf die Moglichkeit der weiteren Beobachtung des Donortieres 
5 hinsichtlich eventueller Krankheiten von besonderem Vorteil. 



Allgemein kann erfindungsgemafi die Materialzusammensetzung 
unmittelbar aus den organoiden Korpern gebildet werden. Gemafi 
einer bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung ist jedoch 

10 vorgesehen, dass die organoiden Korper nach der Aggregation, 
z. B. in einer Suspensionskultur oder einer Adhasionskultur 
unter Nahrstof f versorgung zu grofieren Korpern wachsen, die im 
Folgenden als Gewebekorper bezeichnet werden. Die Erfinder 
haben f estgestellt , dass die aus den exokrinen Drusen iso- 

15 lierten Stammzellen organoide Korper bilden, die bei Nahr- 
stof f versorgung ein starkes Wachstum zu Gewebekorpern mit 
Durchmessern von einigen Millimetern oder dariiber zeigen. Die 
Preparation der Materialzusammensetzung auf der Grundlage der 
Gewebekorper besitzt den Vorteil einer erhohten Effektivitat 

20 der Biomaterialproduktion . Die organoiden Korper enthalten 
dabei keine Organe oder ein f unktionsf ahiges Nervensystem, 
sondern bestehen aus Gewebeschichten verschiedener Zellzusam- 
mensetzungen. 

25 Wenn gemafi einer ersten Variante der Erfindung die Aggregati- 
on der Stammzellen und/oder das Wachstum der organoiden Kor- 
per in einem Kulturmedium ohne eine Zusatz erfolgen, der die 
Dif ferenzierung der Zellen des organoiden Korpers beeinflus- 
sen konnte, wachsen vorteilhaf terweise organoide Korper oder 

30 Gewebekorper mit einer Zusammensetzung von verschiedenen 
Zelltypen, die gemeinsam zur Struktur und Verwendbarkeit r 
insbesondere dem Geschmack der gewunschten Materialzusammen- 
setzung beitragen. Wenn die Aggregation und/oder das Wachstum 
hingegen in Gegenwart von mindestens einem die Dif ferenzie- 
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rung beeinf lussenden Zusatz erfolgt, konnen organoide Korper 
oder Gewebekorper mit einem oder mehreren bevorzugten Zellty- 
pen gebildet werden, Es konnen verschiedene Zelltypen kombi- 
niert werden^ die von verschiedenen Donortieren stamen^ urn 
5 bestimmte Nahr- oder Geschmackseigenschaf ten zu erzielen, 

• Gemafi einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung werden 
die organoiden Korper oder die aus diesen gewachsenen Gewebe- 
korper zu einem Komposit (Formkorper) zusammengeftigt . Wenn 

10 die Zellen im Komposit leben, kann vorteilhaf terweise ein 

weiteres Wachstum des Komposits bis zu der gewunschten Grofie. 
als Futter- od'er Lebensmittel erfolgen. Wenn hingegen die 
Zellen im Komposit abgestorben sind und nicht weiter wachsen, 
konnen sich Vorteile fur die weitere Bearbeitung der Materi- 

15 alzusammensetzung ergeben. 

Gemafir bevorzugten Varianten der Erfindung umfasst daher die 
Bildung des Komposits einen oder mehrere der folgenden 
Schritte. Erstens kann ein Zusammenwachsen der beteiligten 
'20 organoiden Korper oder Gewebekorper zum Komposit vorgesehen 
sein, das dann vorteilhaf terweise weiter wachsen kann, Zwei- 
tens kann ein adharentes Anhaften der beteiligten organoiden 
Korper oder Gewebekorper vorgesehen sein, wobei auch .in die- 
sem Fall ein weiteres Wachstum vorgesehen sein kann, Durch 

25 ein Zusairauenpressen der organoiden Korper oder Gewebekorper 
kann ein Verdichten des Formkorpers und damit eine bestimmte 
Struktur erzielt werden, Schlielilich kann eine tfbertragung 
der organoiden Korper oder GewebekSrper auf ein biokompatib- 
les Tragersubstrat aus einem verdaubaren Material vorgesehen 

3 0 sein, auf dem eine weitere Preparation oder Formung der Mate- 
rialzusammensetzung erfolgt. 

Gemafi einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung kann das Komposit einer Formgebung durch eine PrSgeein- 
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richtung unterzogen werden. In diesem Fall kftnnen sich Vor- 
telle fur die Presentation der Futter- oder Lebensmittei fur 
deren Verbrauch ergeben. Die Prageeinrichtung kann z« B. 
durch ein besonders geformtes Kultivierungssubstrat , wie z. 
5 B. das Tragersubstrat, eine Stempeleinrichtung mit einer Pr&~ 
geoberflache oder einen flexiblen Beutel umfassen, der eine 
Aufnahmehulle bildet. 



Gemafl einer weiteren Modifikation des erf indungsgemaBen Ver- 
10 fahrens kann bei der Preparation der Materialzusanimenset zung 
eine Struktureinstellung vorgesehen sein. Dadurch kann die 
Materialzusaitimenset zung mit einer gewunschten Konsistenz, wie 
z. B. fest, zah r locker oder dgl . gebildet warden, was insbe- 
sondere fur die Verwendung als Lebensmittei von Vorteil sein 
15 kann. Die Struktureinstellung kann bspw. durch die genannte 

mechanische Verdichtung erfolgen. Alternativ wird insbesonde- 
re, wenn die Gewebekorper elektrisch anregbare Muskelzellen 
enthalten, eine Struktureinstellung durch eine Einwirkung 
elektrischer Felder realisiert. Das Komposit wird durch ein 
20 elektrisches Feld angeregt, so dass die Muskelzellen eine 
Struktur bilden, die der von Muskelf leisch ahnlich 1st, 

Besonders bevorzugt werden die organoiden Korper einer Diffe- 
renzierung unterzogen, die zu wenigstens einem der folgenden 

25 Zelltypen ftthrt, die Muskelzellen, Bindegewebszellen, Fett- 
zellen und Enzym-produzierende Zellen umfassen. In diesem 
Fall enthalten die organoiden Korper oder entsprechende Gewe- 
bekorper vorrangig den dif f erenzierten Zelltyp. Die Differen- 
zierung kann allgemein durch den Zusatz an sich bekannter 

30 Dif f erenzierungsfaktoren erfolgen, Besonders bevorzugt er-^ 

folgt jedoch bei der Kultivierung der organoiden Korper oder 
dem Wachstum der Gewebek5rper ein Zusatz von bereits diffe- 
renzierten, insbesondere autologen Zellen, die die weitere 
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Dif f erenzierung im organoiden Korper oder Gewebekorper auslo- 
sen oder beeinf lussen . 

Wenn die biologische Materialzusammensetzung aus verschiede- 
5 nen Gruppen organoider Korper oder Gewebekorper , die jeweils 
verschieden dif f erenziert sind, prapariert wird, konnen sich 
Vorteile fur die weitere Verwertung der Materialzusammenset- 
zung, insbesondere in Bezug auf die Nahrstof f zusammenset zung, 
die Struktur und den Geschmack ergeben. Alternativ oder er- 
10 ganzend konnen der Materialzusammenset zung erf indungsgemafi 
Geschmacksstof f e zugesetzt werden, wie sie an sich aus der 
Lebensmitteltechnik bekannt sind. 

Ein unabhangiger Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
15 eine biologische Materialzusammensetzung, wie zum Beispiel 

ein Formkorper oder Komposit aus biologischem Material, ins- 
besondere mit Proteinen, Kohlenhydraten und/oder Fetten, die 
durch das erf indungsgemalie Verfahren hergestellt wurde und 
deren Verwendung als Futter- oder Lebensmittel, wie z. B. als 
20 synthetisches Fleischprodukt . 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden im 
Folgenden unter Bezug auf die beigefugten Zeichnungen erlau- 
tert. Es zeigen: 



25 



Figur 1: 



ein Flussdiagramm zur Illustration einer Ausftth- 
rungsform des erf indungsgemaiien Verfahrens, 



Figur 2: 



eine Illustration der Bildung primarer organoider 



30 



Korper, 



Figur 3: ein Flussdiagramm zur Illustration mit weiteren 
Einzelheiten des erf indungsgemaiien Verfahrens, 
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Figur -4: eine Darstellung der Bildung sekundarer organoider 
Korper, 



5 



15 



Figur 5: eine Photographie eines Gewebekorpers 



r 



Figur 6: ein Flussdiagramm mit weiteren Einzelheiten des er- 
f indungsgemaiien Verfahrens, 

Figur 7: .eine Schemadarstellung zur Illustration der Kulti- 
10 vierung organoider Korper, 

Figur 8 : eine Schemadarstellung mit weiteren Einzelheiten 

einer Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaiien Verfah- 
rens , 



Figur 9: Illustrationen der Praparationsschritte gemafi ver- 
schiedenen Ausf uhrungsf ormen der Erfindung, und 



Figur 10: eine Illustration einer elektrischen Strukturein- 
20 stellung an einer erf indungsgemaiien Materialzusam- 

mensetzung. 



Zur erf indungsgemaiien Erzeugung einer Zusammensetzung aus 
biologischen Zellen und/oder Gewebe erfolgen gemaii Figur 1 

25 zunachst eine Bereitstellung der von einem Donororganismus 

isolierten Stammzellen (Schritt 100) , anschlieiiend deren Ag- 
gregation zu organoiden Korpern (Schritt 200) r die einer Dif- 
ferenzierung und/oder einem Wachstum (Schritt 300) und 
schlieiilich einer Sammlung und weiteren Bearbeitung (Schritt 

30 400) unterzogen werden. Obwohl die Schritte 100 und 200 im 

Wesentlichen den erf indungsgemaiien Aggregationsschritt umfas- 
sen, wahrend die Schritte 300 und 400 im Wesentlichen den er- 
f indungsgemaiien Praparationsschritt reprasentieren und diese 
beiden Komplexe im Folgenden getrennt erortert werden, wird 
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betont, 'dass Teilschritte der Preparation bereits im Rahmen 
der Aggregation erfolgen und umgekehrt Teilschritte der Ag- 
gregation erst im Rahmen der Preparation realisiert werden 
konnen. So kann bspw. die Dif f erenzierung der organoiden Kor- 
5 per bereits im Rahmen der Aggregation beginnen, oder es kon- 
nen isolierte Stammzellen mit bereits vordif f erenzierten or- 
ganoiden Korpern aggregieren. 

Die im Folgenden erlauterten Ausf uhrungsf ormen der Erfindung 
10 beziehen sich beispielhaft auf die Erzeugung der biologischen 
Materialzusammensetzung aus Stammzellen, die Ratten oder 
Schweinen entnommen wurden. Die Umsetzung der Erfindung 1st 
jedoch nicht auf diese Tierarten beschrankt. Vielmehr konnen 
die entsprechenden Verfahren an alien nicht-menschlichen Or- 
15 ganismen mit dif f erenzierten exokrinen Driisen mit acinarem 

Gewebe realisiert werden, so z. B. mit Fischen, die acinares . 
Gewebe an der Pankreasdruse besitzen, oder Saugetieren, wie 
zum Beispiel Rindern oder Schafen. 

20 (I) Aggregation von Stammzellen aus dif f erenziertem exokrinen 
Drusengewebe eines tierischen Qrganismus zu organoiden Kor- 
pern und/oder Gewebekorpern 

Entsprechend dem in Figur 2 dargestellten Schema wird zur Ge- 
25 winnung der Zellen acinares Gewebe - bevorzugt einer Spei- 

cheldruse oder der Bauchspeicheldru.se (Pankreas) - mechanisch 
und enzymatisch zerkleinert in Kultur genommen (Schritt 10 
in Figur 2). Entgegen den Angaben von Bachem et al . , 
Gastroenterol. 115:421-432 (1998), und Grosfils et al . , Res. 
30 Comm. Chem. Pathol. Pharmacol. 79:99-115 (1993), werden keine 
Gewebeblocke kultiviert, aus denen Zellen auswachsen sollen, 
sondern unter der Bedingung, dass die Zellverbande der Acini 
weitestgehend intakt bleiben, das Gewebe starker zerkleinert. 
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Uber mehrere Wochen werden diesa Zellen und Zellverbande in 
Kulturgef alien kultiviert . Alle 2 bis 3 Tage wird das Medium 
gewechselt, wobei alle dif f erenzierten Zellen entfernt wer- 
den, Bei den in Kultur persistierenden Zellen handelt es sich 
5 um undif f erenzierte Zellen mit uneingeschrankter Teilungsfa- 
higkeit • 



Ahnliche Zellen sind unter gleichen Bedingungen aus dem Pank- 
reas isoliert und beschrieben und als eine Art Myo- 

10 fibroblasten bzw. pankreatische Sternzellen bezeichnet worden 
(Bachem et al . , 1998), Ira Gegensatz zu den Zellen der vorlie- 
genden Erfindung 'konnte eine uneingeschrankte Teilungsf ahig- 
keit jedoch nicht beobachtet werden* Weiterhin konnten diese 
Zellen auch nicht unbegrenzt passagiert werden, ohne an Vita- 

15 litat zu verlieren. 



In einem zweiten Schritt (12) werden ungefahr 400 bis 800 
Zellen in je 20 ]il Medium in hSngenden Tropfen kultiviert. 
Dazu werden die Tropfen auf Deckel von bakteriologischen Pet- 
0 rischalen gegeben, umgedreht und uber die mit Medium gefullte 
Petrischale gelegt, so dass die Tropfen nach unten hangen. 

Durch diese Art der Kultivierung bilden sich innerhalb von 
48h die als organoide Korper bezeichneten Zellaggregate (14) , 
5 die ftir ungefahr 6 Tage in eine Suspensionskultur umgesetzt 
werden (16) . Die Teilansicht (18) aus Figur 2 zeigt eine mik- 
roskopische Aufnahme eines solchen organoiden KSrpers 2 . 

In Figur 3 sind die verschiedenen Moglichkeiten, organoide 
0 Korper als Ausgangsmaterialien fur die weitere Preparation 
bereitzustellen, mit weiteren Einzelheiten zusammengestellt . 
Nach der oben beschriebenen Kultivierung der isolierten 
Stammzellen im hangenden Tropfen (Schritt 210) erfolgt die 
Aggregation zu den so genannten primaren organoiden Korpern 
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(Schritt 220) r die direkt der Dif f erenzierung und dem Wachs- 
tum (Schritt 300 in Figur 1) unterzogen werden konnen. 

Alternativ erfolgt zunachst die Ablage der primaren organoi- 
5 den Korper auf einem Substrat zur Schaffung einer Adhasions- 
kultur (siehe auch Figur 4) . Die Erfinder haben f estgestellt f 
dass die in Suspensionskultur wachsenden primaren organoiden 
Korper in Adhasionskultur neue organoide Korper bilden kon- 
nen. Auf dem Substrat folgt durch eine Zellwanderung die Bil- 
10 dung einer Monoschicht (Schritt 240) und aus dieser die Ag- 
gregation zu den so genannten sekundaren organoiden KSrpern 
(Schritt 250) . Diese konnen wiederum direkt der weiteren Dif- 
f erenzierung und/oder dem Wachstum (Schritt 300) unterzogen 
werden . 

15 

Die Bildung der sekundaren organoiden Korper ist auch in Fi- 
gur 4 illustriert. Die primaren organoiden Korper 2 bilden 
auf dem Substrat der Adhasionskultur r wie z. B. auf dem Boden 
der Kulturschale 20 f durch ein Wandern oder Wachsen von Zel- 
2 0 len 3 zun&chst .eine Monoschicht, aus der dann die sekundare 
organoide Korper 4 herauswachsen. Mit der Kultivierung der 
primaren organoiden Korper 2 zu sekundaren organoiden Korpern 

4 wird eine weitere Vervielf aitigung des Biomaterials ge- 
schaffen. 

25 

Aus jedem der primaren oder sekundaren organoiden Korper 2, 4 
konnen bei weiterer Kultivierung Gewebekorper wachsen, Figur 

5 zeigt beispielhaft einen in der Adhasionskultur gewachsenen 
GewebekSrper 5 (der weiiie Strich entspricht einer Lange von 2 

30 mm im Original) . 
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Ausf uhrungsbeispiele fur die Isolierung und Aggregation von 
Stainmzellen 

In den folgenden, nicht-beschrankenden Beispielen wird die 
5 Isolierung und Aggregation von Stammzellen naher erlautert. 

Die allgemeinen Arbeitsanweisungen, wie sie fur Verfahren zur 
Kultivierung von tierischen Zellen und insbesondere von SSu- 
getierzellen gebrSuchlich sind, sind zu beachten. Eine steri- 
10 le Umgebung, in der das Verfahren durchgeftihrt werden soil, 
ist - auch wenn hierzu keine weitere Beschreibung erfolgt - 
in jedem Fall einzuhalten. Folgende Puffer und Medien wurden 
verwendet : 



15 HEPES-Stammloswg foH 7.6) 
HEPES-Eagle-Medrum (pH 7,4) 



20 



30 



Isolationsmedium. (pH 7,4) 



Digestionsmedium (pH 7,4) 



Intobationsmedixtm 



2 5 Nalitmedixim 



23 83 g HEPES auf 100 ml A. bidest 
90 ml Modified Eagle Medmm (MEM) 
10 ml HEPES-Stammlosraig 



32 ml HEPES-Eagle-Medrum. 
8 ml 5% BSA in A. bidest, 
300 jlxI 0,1 M CaC12 
100 \il Trasylol (200.000 EE) 
20 ml Isolationsmedram 

4 ml Kollagenase (Kollagenase NB 8 von Serva) 



Dnlbecco's Modified Eagle Medium (X)MEM) 



Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
DMEM 4- 4500 mg/1 Glucose 
+ L-Glutamin 
Pyruvat 

4- 20 % FKS (inaktiviert) + 1 ml/100 ml Pen/Strep 

(10000 E/10000 jigtol) 

oder 

DMEM + 10 % Eigenplasma + 1 ml/100 ml 
Pen/Strep, ._ - 

vor Gebrauch auf 37°C erwarmen 
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Differer^erungsmedium 3 8 0 ml DMEM 

95 ml 30 min bei 54 °C inaktiviertes FKS 
5 ml Glutamia (GIBCO BRL) 
5 ml (3,5 |jl J3~Mercaptoethanol auf 5 ml PBS) 
5 5 ml Non-essential amino acids (GIBCO BRL) 

5 ml Pemcillin/Streptomycin (GIBCO BRL) 
(10000 E/l 0000 jig/ml) 

Statt fdtalem Kalbserum (FKS) im Nahrmedium und Differenzie- 
10 rungsmedium kann gegebenenf alls auch Eigenplasma oder r weni- 
ger bevorzugt, Eigenserum des Gewebedonors verwendet werden. 

Das Nahrmedium kann als Basismedium statt des verwendeten 
DMEM-Mediums auch ein anderes fur die Kultivierung von euka- 

15 ryotischen Zellen, insbesondere Sauger zellen, bekanntes, ge- 
eignetes Basismedium enthalten, in dem die dif f erenzierten 
Zellen absterben und sich die gewiinschten Stammzellen vermeh- 
ren. Auch Isolationsrnedium, Inkubationsmedium und Differen- 
zierungsmedium konnen ein anderes ubliches und geeignetes Ba- 

2 0 sismedium enthalten* 

Die folgenden Beispiele 1 und 2 beschreiben detailliert zwei 
Arbeitsprotokolle zur Isolierung und Kultivierung adulter 
pluripotenter Stammzellen aus acinarem Gewebe des Pankreas, 
25 Beispiel 3 beschreibt ein entsprechendes Protokoll fur die 
Isolierung aus acinarem Gewebe der Speicheldruse . 

BEISPIEL 1 

1 , Preparation des Gewebe s und Isolierung der Zellen 

30 In den Ductus pancreaticus von 2-3 Jahre alten Ratten werden 
mittels einer Spritze und einer stumpfen Kaniile bei der Ratte 
10 ml Digest ionsmedium langsam und luf tblasenf rei injiziert. 
Das gesamte Pankreas wird dadurch au-fgeblas-en und kann so 
besser herausprapariert werden. Das Pankreas wird dann in ein 
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Becherglas tiberfuhrt und weitere 5 ml Digestionsmedium dazu- 
gegeben. Nachdem man das Fettgewebe und Lymphknoten entfernt 
hat, wird das Gewebe im Becherglas mit einer feinen Scheie 
sehr fein zerkleinert, oben schwimmendes Fettgewebe abgesaugt 
5 und die Suspension wird abschliefiend 1 min mit Carbogen be- 
gast (wenn notig wiederholen) und fur 20 min bei 37 °C mit 
Alufolie bedeckt in einem Schuttler bei 200 Zyklen/min inku- 
biert. Danach saugt man das Medium vorsichtig ab, zerkleinert 
erneut mit einer Schere das Gewebe und wascht die Gewebestii- 
10 eke zweimal mit je 10 ml Isolationsmedium und gibt wieder 5 
ml Digestionsmedium zum Gewebe hinzu. 



Nach erneutem Begasen mit Carbogen fur etwa 1 min und Inkuba- 
tion fur 15 min bei 37 °C in einem Schuttler bei 200 Zyk- 

15 len/min werden die Gewebestiacke durch sukzessives Aufziehen 
in jeweils einer 10 ml, 5ml, 2 ml und 1 ml Glaspipette zer- 
kleinert und durch einlagiges Filtergewebe gepresst* Die so 
vereinzelten Zellen werden nun funfmal in Inkubationsmedium 
gewaschen (37 °C) r mit Carbogen begast und jedes Mai 5 min 

20 bei 90 g zentrif ugiert . Das zuletzt erhaltene Pellet wird in 
Inkubationsmedium resuspendiert r begast und auf Gewebekultur- 
schalen verteilt. 

2 . Kultivierung der Zellen 

25 Die Gewebekulturschalen mit den isolierten Zellen werden im 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % C0 2 kultiviert. Alle 2-3 Tage 
wird das Medium gewechselt. Dabei werden alle dif f erenzierten 
Zellen entfernt. 



30 Am siebenten Tag in Kultur werden die Zellen mit einer Losung 
bestehend aus 2 ml PBS, 1 ml Trypsin und 2 ml Inkubationsme- 
dium passagiert* Dabei losen sich die Zellen v-om Boden der 
Kulturschale , Die Zellsuspension wird 5 Minuten zentrifu- 
giert, der Oberstand abgesaugt und die Zellen in 2 ml Inkuba- 
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tionsmedium resuspendiert , auf eine mittlere Zellkulturf la- 
sche uberfuhrt und 10 ml Inkubationsraedium dazugegeben, Der 
Medienwechsel erfolgt alle drei Tage. 

5 Am vierzehnten Tag in Kultur werden die Zellen erneut^ aber 
diesmal mit 6 ml PBS, 3 ml Trypsin und 6 ml Inkubationsraedi- 
um, passagiert. Die Zellsuspension wird 5 Minuten zentrifu- 
giert, der tJberstand abgesaugt und die Zellen in 6 ml Inkuba- 
tionsmedium resuspendiert, auf 3 mittlere Zellkulturf laschen 
10 uberftihrt und jeweils 10 ml Inkubationsmedium dazugegeben. 

Die Zellen werden weiter kultiviert und so oft passagiert und 
ausgesat, bis die Zellen einen semikonf luenten bis konfluen- 
ten Zustand erreichen. 

15 

BEISPIEL 2 

Pankreas-Acini wurden von mannlichen Sprague-Dawley-Ratten 
(20-300 g) erhalten, die narkotisiert (C0 2 ) und taber die dor.- 
sale Aorta ausgeblutet worden waren. Eine Kaniile wurde tras- 

2 0 duodenal in den Pankreasgang eingefuhrt und dem Pankreas wur- 
de von hinten 10 ml Digestionsmedium, enthaltend HEPES -Eagle - 
Medium (pH 7,4), 0,1 mM HEPES-Puffer <pH, 7,6), 70% 
(Vol, /Vol,) modif iziertes Eagle-Medium, 0,5 % (Vol. /Vol,) 
Trasylol (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) , 1 % (Gew./Vol.) 

25 Rinderserumalbumin) , 2,4 mM CaCl 2 und Kollagenase (0,63 P/mg, 
Serva, Heidelberg, Deutschland) injiziert. 

Vor der Entfernung wurde der Pankreas von anhaftendem Eestge- 
webe r Lymphknoten und Blutgef alien teilweise befreit. Dann 
30 wurde gesundes Pankreasgewebe in Digestionsmedium abgeholt 

(bei 20 °C, geringerer Stof fwechsel) , das Pankreasgewebe mit 
einer Schere sehr fein zerkleinert, oben schwimmendes Fettge- 
webe abgesaugt und die Gewebesuspension mit Carbogen (Messer, 
Kref eld, Deutschland) begast, ohne dass die Duse in das Medi- 
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urn mit den Zellen gelangt (Verringerung von mechanischem 
Strefi) und damit auf pH 7,4 eingestellt. Danach wurde die 
Suspension in einem 25~ml-Erlenmeyerkolben (mit Alufolie be- 
deckt) unter konstantem Schutteln (150-200 Zyklen pro Minute) 
5 bei 37 °C in 10 ml Digestionsmedium inkubiert. Nach 15-20 Mi- 
nut en wurde das oben schwimmende Fett und das Medium abge- 
saugt und das Gewebe wurde erneut zerkleinert und mit Medium 
ohne Kollagenase gesptilt (Vorgang mindestens zweimal wieder- 
holen, vorzugsweise solange bis Zellf raktion transparent) , 

10 worauf Digestionsmedium zugegeben und erneut etwa 1 Minute 
lang mit Carbogen begast wurde. Es folgte wiederum eine Di- 
gestion mit Kollagenase fur 15 Minuten bei 37 °C im Schuttler 
unter Verwendung desselben Puffers. Nach der Digestion wurden 
die Acini durch sukzessives Hochziehen und Ausstossen durch 

15 10 ml-, 5 ml und 2 ml-Glaspipetten mit engen Offnungen ciisso- 
ziiert und durch ein einlagiges Nylonsieb (Polymon PES- 
200/45, Angst & Pfister AG, Zurich, Schweiz) mit einer Ma- 
schengrSfte von etwa 250 pin filtriert. Die Acini wurden 
zentrif ugiert (bei 37 °C und 600-800 UpM in einer Beckman-GPR- 

20 Zentrifuge, entspricht etwa 90 g) und weiter gereinigt durch 
Waschen in Inkubationsmedium, enthaltend 2 4,5 mM HEPES (pH 
7,5), 96 mM NaCl, 6 mM KC1, 1 mM MgCl 2 , 2,5 mM NaH 2 P0 4 , 0, mM 
CaCl 2 , 11,5 mM Glucose, 5 mM Natriumpyruvat , 5 mM Natriumglu- 
tamat, 5 mM Natriumf umarat , 1 % (Vol. /Vol.) modif iziertes Ea~ 

25 gle-Medium, 1 % (Gew./Vol.) Rinderserumalbumin, mit Carbogen 
aquilibriert und auf pH 7,4 eingestellt. Die Waschprozedur 
( Zentrif ugation, Absaugen, Resuspension) wurde funfmal wie- 
derholt. Soweit nicht anders angegeben, wird bei der obigen 
Isolierung bei etwa 20 °C gearbeitet. 

30 

Die Acini wurden in Inkubationsmedium resuspendiert und bei 
37 °C in einer angefeuchten Atmosphare mit 5 % C0 2 kultiviert. 
Das acinare Gewebe starb dabei schnell (innerhalb von zwei 
Tagen) ab und die sterbenden dif f erenzierten Zellen losten 
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sich dabei von den benachbarten Zellen, ohne diese zu schadi- 
gen (schonende Isolierung) , die nicht absterbenden Stammzel- 
len sanken zu Boden und hefteten sich an. Die dif f erenzierten 
Acinizellen sihd dazu nicht in der Lage. Das Inkubationsmedi- 
5 urn wurde am zweiten oder dritten Tag nach dem Aussaen erst- 
mals gewechselt, wobei ein GroBteil der frei schwimmenden A- 
cini und acinSren Zellen entfernt wurde. Zu diesem Zeitpunkt 
batten sich die ersten Stammzellen bzw. deren Vorlaufer am 
Boden festgesetzt und begannen sich zu teilen. Der Medium- 
10 wechsel wurde danach an jedem dritten Tag wiederholt und dif- 
ferenzierte acinare Pankreas zellen wurden bei jedem Medium- 
wechsel entfernt. 



Am siebenten Tag in Kultur wurden die Zellen mit einer Losung 
15 bestehend aus 2 ml PBS, 1 ml Trypsin (+ 0,05 % EDTA) und 2 ml 
inkubationsmedium passagiert. Dabei losen sich die Zellen vom 
Boden der Kulturschale . Die Zellsuspension wurde 5 Minuten 
bei etwa 1000 OpM (Beckmann GPR-Zentrif uge) zentrif ugiert , 
der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 2 ml Inkubationsme- 
20 dium resuspendiert, auf eine mittlere Zellkulturf lasche liber- 
fuhrt und 10 ml Inkubationsmedium dazugegeben. 

Am vierzehnten Tag in Kultur wurden die Zellen erneut, aber 
diesmal mit 6 ml PBS, 3 ml Trypsin/EDTA und 6 ml Inkubations- 
25 medium, passagiert. Die Zellsuspension wird 5 Minuten bei 

10 00 UpM zentrif ugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zel- 
len in 6 ml Inkubationsmedium resuspendiert , auf 3 mittlere 
Zellkulturf laschen uberfuhrt und jeweils 10 ml Inkubationsme- 
dium dazugegeben. 

30 

Am Tag 17 erfolgte ein drittes Passagieren auf insgesamt 6 
mittlere Zellkulturf laschen und am Tag 24 ein viertes Passa- 
gieren auf insgesamt 12 mittlere Zellkulturf laschen. Spates- 
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tens jetzt waren alle primaren Zellen bis auf die Stammzellen 
aus der Zellkultur entf ernt . 

Die Stammzellen k6nnen welter kultiviert werden und so oft 
5 passagiert und ausgesat wie gewunscht. Das Aussaen erfolgt 
vorzugsweise jeweils in einer Dichte von 2-4 x 10 5 Zellen/cm 2 
in Inkubationsmedium. 

BEISPIEL 3 

Die Isolierung und Kultivierung aus exokrinem Gewebe der Ohr- 
speicheldru.se erf olgte " analog dem Pankreas-Protokoll mit den 
folgenden Abweichungen : 

1* Das exokrine Gewebe der Ohrspeicheldruse war eine Mischung 
von acinarem Gewebe und tubulosem Gewebe, 

2. Nachdem Speicheldriisen weniger Proteasen und Amylasen als 
Pankreas enthalten, ist es moglich, das Speicheldrusengewebe 
vor der Aufarbeitung einige Zeit im Kuhlschrank bei etwa 4°C 
auf zubewahren, ohne dass das Gewebe zu sehr geschadigt wird. 
Im konkreten Beispielsf all betrug die Auf bewahrungs zeit 15 h 
und brachte keine nachteiligen Folgen ftlr die Isolierung der 
gewiinschten Stammzellen mit sich. 

Die folgenden Beispiele 4 und 5 beschreiben detailliert zwei 
Arbeitsprotokolle zur Herstellung von organoiden Korpern und 
25 dif f erenzierten Zellen. 



10 



15 



20 



BEISPIEL 4 

Die undiff erenzierten Zellen werden mit einer L5sung aus 10 
ml PBS, 4 ml Trypsin, 8 ml Dif f erenzierungsmedium abtrypsi- 
30 niert und 5 Minuten abzentrif ugiert . Das resultierende Pellet 
wird so in Dif f erenzierungsmedium resuspendiert , dass sich 
eine Verdtinnung von 3000 Zellen je 100 pi Medium einstellt, 
Anschliefiend werden die Zellen nochmals gut mit einer 3 ml 
Pipette suspendiert". 
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Von bakteriologischen Petrischalen, die vorher mit jeweils 15 
ml PBS (37 °C) pro Platte beschichtet worden sind, wird der 
Deckel abgenommen und umgedreht . Mit Hilfe einer automati- 
5 schen Pipette werden auf einen Deckel ca, funfzig 20 pi Trop- 
fen gegeben. Der Deckel wird dann schnell umgedreht und auf 
die mit Differenzierungsmedium geftillte Petrischale gegeben, 
sodass die Tropfen nach unten hangen. Die Petrischalen werden 
anschliefiend vorsichtig in den Brutschrank gestellt und fur 
10 48 h inkubiert. 

Daraufhin werden die in- den hangenden Tropfen aggregierten 
Zellen, die hier organoide Korper genannt werden, aus jeweils 
vier Deckeln in je eine bakteriologische Petrischale mit 5 ml 
15 Inkubationsmedium mit 20 % FKS tiberfuhrt und fur weitere 96 h 
kultiviert . 

Die organoide Korper werden nun vorsichtig mit einer Pipette 
auf gesammelt , und in mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkul- 

2 0 turgefafie mit Dif f erenzierungsmedium uberfuhrt. In einer be- 
sonders bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens verwendet 
man als Kulturgefafi mit 0,1 % Gelatine beschichtete 6 cm Pet- 
rischalen, in die 4 ml Dif f erenzierungsmedium vorgelegt wurde 
und die anschlieliend mit je 6 organoiden Korpern beschickt 

25 werden. Ein weiteres bevorzugtes Kulturgefafi sind mit 0,1 % 
Gelatine beschichtete Chamber Slides, in die 3 ml Dif f eren- 
zierungsmedium vorgelegt wurde und die anschliefiend mit je 
3-8 .organoiden Korpern beschickt werden. Daneben konnen auch 
24-Mulden-Mikrotiterplatten verwendet werden, die mit 0,1 % 

30 Gelatine beschichtet wurden und in die je 1,5 ml pro Mulde 
Dif f erenzierungsmedium vorgelegt wurde und anschlieiiend mit 
je 4 organoiden Korpern beschickt werden. 
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Derart kultiviert, 1st die Dif f erenzierungsf ahigkeit der Zel- 
len in den organoide Korper aktiviert und die Zellen diffe- 
renzieren sich in Zellen der drei Keimblatter Mesoderm, Ento- 
derm und Ektoderm, Die Zellen konnen sowohl als organoide 
5 Korper als auch als einzelne Zellen gelagert und kultiviert 
werden und behalten ihre Pluripotenz. 

BEISPIEL 5 

Ftir die Induktion der Dif f erenzierung wurden vorzugsweise 
10 Stammzellen nach dem 42. Tag der Kultivierung verwendet . Die 
Verwendung von Stammzellen nach der 3, oder 4. Passage oder 
von Zellen, die bei der Temperatur von flussigem Stickstoff 
12-18 Monate lang gelagert worden waren, war ebenfalls prob- 
lemlos moglich. 

15 

Zunachst wurden die Zellen in Dif f erenzierungsmedium mitder 
oben angegebenen Zusammensetzung uberfiihrt und auf eine Dich- 
te von etwa 3 x 10 4 Zellen/ml eingestellt; z,B. durch 
Trypsinbehandlung einer Stammzelkultur in N&hrmedium, 5- 
20 minatige Zentrifugation bei 1000 UpM und Resuspendieren des 
Pellets in Dif f erenzierungsmedium und Verdiinnung soweit er- 
f orderlich . 

Anschliefiend wurden mit einer 20-yil Pipette ca, 50 20-yLl- 
25 Tropfen (600 Zellen/20 pi) auf die Innenseite des Deckels ei- 
ner bakteriologischen Petrischale gegeben (gestopfte Spitzen) 
und die Deckel vorsichtig auf die mit PBS gefiillten Petri- 
schaleh gestulpt, sodass die Tropfen nach unten hangen. Ftir 
jeden Deckel wurde eine neue Spitze verwendet. Die Petrischa- 
30 len wurden anschlieiiend vorsichtig in den Brutschrank ge- 
stellt und 48 h lang bei 37 °G inkubiert. 

Danach wurden die in den hangenden Tropfen aggregierten Zel- 
len, die organoide Korper (OB), aus jeweils vier Deckeln in 
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je eine bakteriologische Petrischale mit 5 ml Inkubationsme- 
dium mit 20 % FKS uberfiihrt (Deckel schrag halten und die OBs 
mit etwa 2,5 ml Nahrmedium abspulen) und fur weitere 5-9 Ta~ 
ge, vorzugsweise 96 h, kultiviert. 

5 

Die organoiden Korper wurden nun vorsichtig mit einer Pipette 
aufgesammelt und in mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkul- 
turgefaBe mit Dif f erenzierungsmedium uberfuhrt. Die OB ver- 
mehrten sich nun und wuchsen in zum Teil einzelnen Zellkolo- 

10 nien, die wieder vermehrt vereinzelt und vermehrt werden 
konnten. In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung des 
Verfahrens wurden als KulturgefaB mit 0,1 % Gelatine be- 
schichtete 6 cm Petrischaien verwendet, in die 4 ml Dif f eren- 
zierungsmedium vorgelegt worden war, und diese mit je 6 orga- 

15 noiden Korpern beschickt. Ein weiteres bevorzugtes Kulturge- 
faii waren mit 0,1 .% Gelatine beschichtete Chamber Slides, in 
die 3 ml Dif f erenzierungsmedium vorgelegt wurde und die an- 
schlieBend mit je 3-8 organoiden Korpern beschickt wurden und 
Thermanox-Platten (Nalge None International, USA) fiir elekt- 

2 0 ronenmikroskopische Studien. Ein weitere Alternative waren 

2 4-Mulden-Mikrotiterplatten, die mit 0,1 % Gelatine beschich- 
tet wurden und in die je 1,5 ml pro Mulde Dif f erenzierungsme- 
dium vorgelegt wurde und die anschlieBend mit je 4 organoiden 
Korpern beschickt wurden. 

25 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens wurden OBs 
etwa 7 Wochen lang in den gelatine-beschichteten 6-cm- 
Petrischalen kultiviert und danach wurden einzelne OBs mit 
dem Microdissector (Eppendorf, Hamburg, Deutschland nach den 

3 0 Anweisungen des Herstellers ausgeschnitten und dann z.B. auf 

frische 6-cm-Petrischalen, Chamber Slides oder Thermanox- 
Platten iiberfuhrt. 
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(II) Preparation der Materialzusammensetzung aus den organoi- 
den Korpern und/oder Gewebekorpern 

Allgemein konnen die Schritte der Sammlung und weiteren Bear- 
5 beitung (Schr.itt 400) die in Figur 6 gezeigten Teilschritte 
umfassen. GemSfi Teilschritt 410 erfolgt die Sammlung („Ern- 
ten^) von organoiden Korpern oder Gewebekorpern mit ggf . ver- 
schieden dif f erenzierten Zelltypen (Schritt 410) . Anschlie- 
Send werden die verschiedenen Zelltypen in dem gewunschten 
10 Kompositverhaltnis gemischt (Schritt 420) . Schliefilich er- 
folgt die Formgebung, Verdichtung und/oder Strukturbildung am 
Verbund (Schritt 430) . 

Die Bereitstellung der verschieden dif f erenzierten Zelltypen 
15 ist beispielhaft in Figur 7 gezeigt. Bei dieser Variante des 
erf indungsgemalien Verfahrens werden die organoiden Korper 2 
unter der Wirkung vordif f erenzierter Einzelzellen einer Dif- 
ferenzierung unter zogen. Hierzu werden aus den primer iso- 
lierten Stammzellen 1 zunachst dif f erenzierte Stammzellen la 
20 gebildet (Pfeil A) . Die dif f erenzierten Stammzellen la umfas- 
sen zum Beispiel Muskelzellen • Parallel werden aus den prima- 
ren isolierten Stammzellen 1 entsprechend den oben genannten 
Prinzipien in hangenden Tropfen organoide Korper 2 gebildet 
(Pfeil B) . Die Muskelzellen la werden in die hangenden Trop- 
25 fen zugeftigt (siehe vergrofiertes Teilbild) , wo sie eine Dif- 
ferenzierung der organoiden Korper 2 zu Muskelzellen auslo- 
sen. 

Ein Verf ahrensweg zur erf indungsgemalien Erzeugung einer 
30 f leischartigen Gewebezusammensetzung 6 ist schematisch in Fi- 
gur 8 illustriert. Die primar isolierten Stammzellen 1 umfas- 
sen eine wiederholt vermehrbare, nach den oben beschriebenen 
Prinzipien gewonnene Stammzellenkultur mit pluripotenten, 
mindestens jedoch multipotenten Zellen. Ausgehend von den 
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primar isolierten Stammzellen 1 erfolgt zunachst die Bereit- 
stellung von Suspensionskulturen und die Kultivierung im han- 
genden Tropfen (siehe Figur 3, Schritt 210) . In Figur 8 sind 
beispielhaft drei Suspensionskulturen gezeigt, die im weite- 
5 ren Verfahren zu verschiedenen Zelltypen fiihren, die ana Ende. 
zu dem gewunschten Komposit 6 zusammengef ugt werden sollen. 
In der ersten Suspensionskultur (Pfeil A) werden bspw. orga- 
noide Korper 2a aus Muskelzellen erzeugt, wahrend in den ub- 
rigen Suspensionskulturen (Pfeile B und C} z. B. organoide 

10 Korper 2b aus Fettzellen und 2c aus Bindegewebezellen erzeugt 
werden. Auf jedem der Pfade A, B und C werden jeweils einige 
bis zu einigen Hundert oder sogar einigen Tausend Stammzellen 
1 in die hangende Tropf enkultur uberfiihrt, Zur Bildung der 
Tropf enkultur werden verschiedene Kultivierungsmedien verwen- 

15 det, die zum Beispiel molekulare Dif f erenzierungsf aktoren o- 
der dif f erenzierte Zellen (siehe Figur 7) enthalten. Die 
Tropf engrofie wird durch die Schaffung einer gesattigten Atmo- 
sphare in der Umgebung der Tropf enkultur oder in an sich be- 
kannter Weise durch die Zufuhrung eines weiteren Kulturmedi- 

2 0 urns konstant gehalten. 



Nachdem die organoiden Korper 2a, 2b, 2c gebildet sind und 
einen Durchmesser von z. B- einigen Hundert Mikrometern be- 
sitzen, werden die organoiden Korper in die Kulturschalen 20 

25 in Adhasionskulturen tlberftihrt. Dort erfolgt ein weiteres 
Wachstum zu Gewebekorpern 5a, 5b und 5c, Da die Kultivie- 
rungsmedien in den Kulturschalen 2 0 verschiedene Signalf akto- 
ren enthalten, besitzen die Gewebekorper 5a, 5b und 5c ent- 
sprechend dif f erenziertes Gewebe . Alternativ kann ein Wachs- 

3 0 turn mit einem Zelltypengemisch vorgesehen sein. 

Wenn die Gewebekorper 5a, 5b und 5c eine GrSfie von z, B. ei- 
nigen Millimetern erreicht haben, werden Sie gesammelt 
(Schritt 400, siehe auch Figur 1) und zusammengefiigt , ■ so dass 
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ein lockerer Verbund mit einer vorbestimmten quantitative*! 
Zusammensetzung der Gewebekorper 5a, 5b und 5c entsteht, Die- 
ser wird dann mit Hilfe von mechanischen Druckkraf ten, Ultra- 
schall, mechanischen Vibrationen in die gewiinschte Material- 
5 zusammensetzung des Komposits 6 uberfuhrt. Hierzu werden dem 
Verbund ggf. Vernetzungsmittel, wie z. B. Gele, Kollagenfa- 
sern, Geschmackstof f e, Lebensmittelf arbstof f e oder dgl. zuge- 
setzt. 

Das Komposit 6 besitzt typische Dimensionen von beispielswei- 
10 se einigen 100 pm bis einige mm, kann aber auch grofier sein. 
Bei der Herstellung von Lebensmitteln kann eine Vielzahl von 
Kompositen zur gewiinschten GroBe kombiniert werden, 

Figur 9 illustriert schematisch die Formgebung des erfin- 
15 dungsgemaI5 hergestellten biologischen Komposits am Beispiel 
von verschiedenen Ver f ahrensvar ianten , 

GemaB einer ersten Variante (Pfeil A) werden eine Vielzahl 
von organoiden Korper 2 oder entsprechend gewachsenen Gewebe- 

2 0 korper in eine Prageeinrichtung eingelegt, die bei diesem 

Beispiel durch ein Kultivierungssubstrat 21 mit einer vorge- 
gebenen Oberf lachenstruktur gebildet wird. Auf dem struktu- 
rierten Kultivierungssubstrat 21 erfolgt ein Wachstum und die 
Vermehrung des Zellmaterials ♦ Dabei kann durch Oberf lachen- 

25 immobilisierte, molekulare Wachstumsf aktoren (z. B . Proteine) 
eine bestimmte Dif f erenzierung wahrend des Zellwachstums in- 
duziert werden, Wenn die Oberf lachenstruktur des Kultivie- 
rungssubstrats 21 ausgeftillt 1st, kann das Komposit 6 entnom- 
men werden und ggf. weiter geformt oder mit anderen Komposi- 

30 ten zusammengesetzt werden (Teilbild links unten) . 

Bei der alternativen Variante (Pfeil B) werden die organoiden 
K6rper auf ein Tragersubstrat 22 in Form einer dreidimensio- 
nalen Matrize aufgebracht. Diese besteht aus verdaubaren 
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Stoffen, wie z. B. Polymeren, Biopolymeren oder dgl . . Beim 
Wachstum wandern die Zellen des organoiden Korpers 2 in die 
Tragereinrichtung 22 eiru Entsprechend konnen mit band- 
streifen- oder schichtf ormigen Tragereinrichtung verschiedene 
5 Grundbausteine geschaffen werden, die zu einem groBeren Kom- 
posit 6 zusammenfugbar sind (Teilbild rechts unten) . 

Figur 10 zeigt beispielhaft die Struktureinstellung an einem 
schichtf ormigen Tragersubstrat 22, die analog zur Variante B 

10 in Figur 9 mit organoiden Korpern oder Gewebekorpern bewach- 
sen ist, die vorrangig aus Muskelzellen bestehen. Wenn das 
Tragersubstrat 22, das bspw. ein dreidimensionales Kollagen- 
Vlies aus autologem Kollagen umfasst, vollstandig durchdrun- 
gen und bewachsen ist, wird das Komposit 6 einem Strompuls 

15 ausgesetzt. Daraufhin kontrahieren die Muskelzellen im Kompo- 
sit 6 entgegen den Kraften der Kollagenmatrix . Es wird eine 
innere Spannung eingestellt, die mit einer erhohten Festig- 
keit des Komposits verbunden ist. 

20 Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen und den 
Zeichnungen offenbarten Merkmale der Erfindung konnen sowohl 
einzeln oder auch in Kombination fur die Verwirklichung der 
Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeu- 
tung sein. 
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PATENTANSPRUCHE 

5* 1. Verfahren zur Herstellung einer biologischen Material- 
zusammensetzung tierischen, nicht-menschlichen Ursprungs, 
insbesondere als Futter- oder Lebensmittel, umfassend: 

- Aggregation von Stammzellen aus dif f erenziertem exokrinen 
Driisengewebe eines tierischen Organismus zu organoiden Kor- 

10 pern, und 

- Preparation der Materialzusammensetzung aus den organoiden 
Korpern. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Aggregation der 
15 Stammzellen in einem Kulturmedium ohne einen Zusatz erfolgt, 

der eine Dif f erenzierung von Zellen beeinflusst. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Aggregation der 
Stammzellen in einem Kulturmedium erfolgt, das mindestens ei- 

20 nen Zusatz enthalt, der eine Dif f erenzierung der Stammzellen 
bei der Aggregation beeinflusst. 

4 . Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, bei dem die Aggregation von Stammzellen zu primaren 

25 organoiden Korpern fuhrt, wobei die Preparation der Material- 
zusammensetzung eine Bildung von sekundaren organoiden Kor- 
pern aus den primaren organoiden Korpern umfasst. 

5. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
30 spruche, bei dem die Preparation der Materialzusammensetzung 

ein Wachstum der organoiden Korper zu Gewebekorpern umfasst. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, bei dem die Bildung 
der sekundaren organoiden Korper und/oder das Wachstum zu Ge- 
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webekorpern in einem Kulturmedium ohne einen Zusatz erfolgt, 
der eine Dif f erenzierung von Zellen beeinflusst. 

7. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, bei dem die Bildung 

j der sekundaren organoiden Korper und/oder das Wachstum zu Ge- 
webekdrpern in einem Kulturmedium erfolgt, das mindestens ei- 
nen Zusatz enthalt, durch den sich eine Mehrzahl der zu einem 
organoiden Korper oder Gewebekorper gehorenden Zellen zu ei- 
nem bestimmten Zelltyp dif f erenziert . 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 3 bis 7, 
bei dem die Dif f erenzierung zu mindestens einem der folgenden 
Zelltypen vorgesehen ist: Muskelzellen, Knorpelzellen, Binde- 
gewebezellen, Fettzellen und Enzym-produzierende Zellen. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 3 bis 8, 
bei dem die Dif f erenzierung durch einen Zusatz von differen- 
zierten Zellen beeinflusst wird. 



20 10- Verfahren nach Anspruch 9, bei dem die Dif f erenzierung 
durch einen Zusatz von dif f erenzierten autologen Zellen be- 
einflusst wird". 

11. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
25 spriiche, bei dem bei der Preparation der Materialzusammenset- 
zung wenigstens ein Teil der Zellen in den organoiden Korpern 
oder Gewebekorpern lebende Zellen sind. 



12 . Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
3 0 spriiche 1 bis 10, bei dem bei der Praparation der Materialzu- 
sammensetzung die Zellen in den organoiden Korpern oder Gewe- 
bekorpern in einem toten Zustand sind. 
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13- Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem die Preparation der Materialzusammensetzung 
e±n Zusammenf iigen der organoiden Korper oder der Gewebekorper 
zu einem Komposit umfasst. 

5 

14. Verfahren nach Anspruch 13 , bei dem beim Zusammenf ugen . 
eine Vielzahl von organoiden KSrpern oder Gewebekftrpern we- 
nigstens einem der folgenden Schritte unterzogen werden; 

- Zusammenwachsen, 

10 - gegenseitiges adharentes Anhaften, 

- Verdichten, und 

- Laden auf oder in eine Tragereinrichtung . 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, bei dem das Kompo- 
15 sit nach dem Zusammenf ugen weiter wachst. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem bei der Preparation 
die Form des Komposits durch dessen Wachstum eingestellt 
wird. 

20 

17 . Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei d^m bei der Preparation die Form des Komposits 
durch die Form einer Prageeinrichtung eingestellt wird. 

25 18. Verfahren nach Anspruch 17, bei dem als Prageeinrich- 
tung ein Kultivierungssubstrat , eine Prageoberf lache oder ein 
flexibler Behalter verwendet wird. 

19. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
30 spriiche, bei dem bei der Preparation eine innere Struktur der 
Materialzusammensetzung eingestellt wird. 
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20. Verfahren nach Anspruch 19, bei dem die Struktur der 
Materialzusammensetzung durch eine Einwirkung eines elektri- 
schen Strorus eingestellt wird. 

5 21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 20, bei dem 
das Komposit aus verschieden dif f erenzierten organoiden Kor- 
pern oder aus Gewebekorpern zusammengef iigt wird, die jeweils 
aus verschieden dif f erenzierten organoiden Korpern gewachsen 
sind. 

10 

22, Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem ein Zusatz von Geschmacksstof f en vorgesehen 
ist . 

15 23. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem die Stammzellen aus Drusengewebe eines Wir- 
beltieres isoliert werden. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, bei dem die Stammzellen 
2 0 aus Drusengewebe eines Fisches, eines Vogels oder eines 

nicht-menschlichen Saugetieres isoliert werden. 

25. Biologische Materialzusammensetzung, die durch ein 
Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspruche 

25 hergestellt ist. 

26. Verwendung einer Materialzusammensetzung nach Anspruch 
25 als Futter oder Lebensmittel . 



30 27. Verwendung einer Materialzusammensetzung nach Anspruch 
25 zur Herstellung eines synthetischen Fleischprodukts . 
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